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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A260 – absorbanca pri 260 nm 
A280 – absorbanca pri 280 nm 
AGE- agarozna gelska elektroforeza 
BGH-R – BGH primer v obratno smer 
bp – bazni par 
CMV-F – CMV smerni začetni oligonukleotid 
DAPI – 4',6-diamino-2-fenilindol 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
GFP – zeleni fluorescenčni protein 
IVA – In Vivo sestavljanje 
LB – lizogena juha (angl. lysogeny broth) 
LBA – lizogena juha (angl. lysogeny broth) z ampicilinom 
MilliQ – ultra čista voda 
MLKL – psevdokinaza MLKL (angl. mixed lineage kinase domain-like protein) 
PCR – verižna reakcija s polimerazo 
RIP3 – protein kinaza z receptorsko interakcijo 3 (angl. receptor-interacting 
protein kinase 3) 
SOC – super optimalno gojišče z katabolitsko represijo (angl. super optimal 
broth with catabolite repression) 
rpm – vrtljaji na minuto 
TAE pufer – Tris-acetat-EDTA pufer 
UV – ultravijolična svetloba 
YFP – rumen fluorescenčni protein 
  
Uporaba haloalkan dehalogenazne domene za označevanje proteina MLKL 
Povzetek 
Konfokalna fluorescenčna mikroskopija omogoča opazovanje določenega 
proteina v celicah z uporabo fluorescenčnih označevalcev za proteine. 
Najpogosteje se uporablja zeleni fluorescenčni protein, ki fluorescira v zelenem 
spektru. A odkriva se še več novih označevalcev in eden od teh je modificirana 
haloalkan dehalogenaza iz bakterije Rhodococcus rhodochrous. V aktivnem 
mestu modificrane haloalkan dehalogenaze je zamenjan en aminokislinski 
ostanek, kar omogoča vezavo fluorescenčnega liganda v aktivno mesto. Za 
opazovanje proteina MLKL v celicah, smo zapis modificirane domene haloalkan 
dehalogenaze sklopili z zapisom za protein MLKL. MLKL smo uporabili, ker je v 
aktivni obliki v celični membrani, kar omogoča preverjanje uporabnosti 
modificirane dehalogenaze za konfokalno fluorescenčno mikroskopijo. 
Osredotočili smo se na pripravo plazmida, ki vsebuje zapis za MLKL in 
modificirano domeno dehalogenaze. Za to smo uporabili novo metodo 
kloniranja IVA. Rezultate smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo in z 
določitvijo nukleotidnega zaporedja ter s tem potrdili, da smo ustvarili plazmid, 
ki vključuje zapis za oba proteina, ki sta sklopljena in pripravljena za izražanje v 
celicah in fluorescenčno mikroskopiranje. 
Ključne besede: konfokalna fluorescenčna mikroskopija, modificirana 
dehalogenaza, MLKL, kloniranje IVA 
  
Use of haloalkane dehalogenase domain for labeling of MLKL protein 
Abstract 
Confocal fluorescence microscopy allows us to observe a specific protein in 
cells by fluorescent markers for proteins. The most frequently used is the green 
fluorescent protein, which fluoresces in the green spectrum. New markers are 
being discovered, and one of these is a modified haloalkane dehalogenase from 
bacteria Rhodococcus rhodochorus. Modified haloalkane dehalogenase has 
one amino acid residue replaced in the active site, allowing the fluorescent 
ligand to bind to the active site. To observe the MLKL protein in cells, we 
constructed a fusion of the modified haloalkane dehalogenase with the MLKL. 
We used MLKL because it is localised in the cell membrane when active, which 
allows us to verify the applicability of the modified dehalogenase for confocal 
fluorescence microscopy. Our work was focused on the preparation of the 
plasmid, containing MLKL and the modified dehalogenase domain DNA, with 
the new IVA cloning method. The results were verified by agarose gel 
electrophoresis and sequencing and confirmed that we made a plasmid that 
included DNA for both proteins, linked and ready for the cell expression and 
fluorescence microscopy studies. 
 








1.1 Konfokalna fluorescenčna mikroskopija 
Klasična fluorescenčna mikroskopija temelji na obsevanju celic obarvanih s 
fluorescenčnimi barvili ali označevalci s svetlobo specifične valovne dolžine, 
ki jo fluorescenčni označevalci absorbirajo in oddajo svetlobo druge valovne 
dolžine, ki jo zaznamo z detektorjem. Pri klasičnem fluorescenčnem 
mikroskopu je osvetljena celotna fokusirana površina, medtem ko so druge 
globine vzorca zamegljene in poslabšajo kakovost slike. Konfokalni 
mikroskop usmerja na vzorce točkovni žarek, ki osvetli točno določen del 
vzorca na določeni plasti brez osvetlitve drugih globin, zato je ločljivost 
dobljene slike boljša kot pri klasičnem mikroskopu. Žarek se premika po 
površini in ustvarijo se slike za vsako plast, te pa nam združene dajo 3D-sliko 
vzorca [1]. 
1.1.1 Barvila pri fluorescenčni mikroskopiji 
Najpogostejša barvila v uporabi pri konfokalni fluorescenčni mikroskopiji so 
4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI), zeleni fluorescenčni protein (GFP) in rumeni 
fluorescenčni protein (YFP). DAPI se veže na DNA in fluorescira v modri 
barvi. Uporabimo ga za barvanje jeder, s čimer določimo lokacijo celic. Za 
označevanje proteinov najpogosteje uporabljamo GFP. Ta ima strukturo β-
sodčka, ki ga obkrožajo α-vijačnice. V sredini β-sodčka je kromofor, ki je 
sestavljen iz 3 aminokislin in ta fluorescira v zelenem spektru. Uporabljamo 
ga sklopjenega s proteinom, katerega lokacijo želimo videti pod mikroskopom 
[2]. 
1.2 Modificirana  haloalkan dehalogenaza 
Haloalkan dehalogenazo najdemo v bakteriji Rhodococcus rhodochrous. 
Njen zapis je na plazmidu pRTL1 in omogoča bakteriji razgradnjo kratkih 
alkanskih halogenidov. Protein ima strukturo globularnega  αβα-sendviča 
(slika 1). V aktivnem mestu ima aspartat na mestu 106, asparagin na mestu 
41 in histidin na mestu 272. Encim z nukleofilnim napadom odcepi halogen z 
alkana in nastane tetraedričen intermediat, kjer je alkan povezan na aspartat. 





Slika 1: Struktura dehalogenaze iz R. rhodochrous (PDB: 2v9z) 
Za uporabo haloalkan dehalogenaze v mikroskopiji je treba encim 
modificirati. Potrebno je zamenjati nekatere aminokisline da se fluorescenčen 
ligand veže v encim. Ohranjen je aspartat 106, saj se nanj veže ligand. 
Histidin 272 je zamenjan s fenilalaninom, kar prepreči odcep liganda. 
Zamenjane so tudi druge aminokisline, kot na primer mutacije K175M, 
C176G in Y273L in druge aminokisline. Te mutacije dodatno povečajo moč 
vezave liganda in tako je  haloalkan dehalogenaza primerna za fuzije s 
proteini in fluorescenčno mikroskopijo [4]. 
Fluorescenčni ligandi, ki se uporabljajo z modificirano haloalkan 
dehalogenazo, se morajo vezati v aktivno mesto. Ustvarjeni so tako, da imajo 
fluorofor, na katerega je vezan linker z halogenom. Linker omogoča vezavo 
liganda kljub velikosti fluoroforja, zato mora biti dolg vsaj 14 atomov in imeti 
na koncu 6 ogljikov dolg alkan s halogenom [4]. 
1.3 MLKL 
Psevdokinaza MLKL (angl. mixed lineage kinase domain-like protein) je 
globularen protein. Sodeluje v signalni poti nekroptoze, programirane celične 
smrti, ki jo sprožijo citokini. V tem procesu nastane kompleks Rip3-MLKL, pri 
čemer pride do fosforilacije MLKL-ja. Tako aktiviran se poveže v oligomere, 
ki ustvarijo poro v membrani, kar povzroči celično smrt. Sestavljen je iz dveh 
domen, kinazi podobne domene (aminokisline od 179 do 471) (slika 2), ki pa 
nima kinazne funkcije in N-končne domene(aminokisline od 1 do 154)     
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(slika 3). Obstajata dve izoobliki encima, ki se razlikujeta v dolžini 
aminokislinskega zaporedja [5]. 
 
Slika 2: Struktura kinazi podobne domene MLKL (aminokisline od 179 do 
471) (PDB: 4btf) 
 
Slika 3: Struktura N-končne domene MLKL (aminokisline od 1 do 154) (PDB: 
2msv). 
MLKL smo izbrali zato, ker ima aktivna oblika značilen položaj v celični 
membrani in ta položaj v celici bomo opazovali. Zaradi razlike v velikosti 
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izooblik bomo uporabili obe izoobliki za primerjavo. Uporabili bomo tudi N-
končno domena MLKL-ja, ki je neaktivna in ker ne opravlja funkcije, bo 
verjetno tudi njena lokalizacija v celici različna. Te raznolikosti nam bodo 
omogočile učinkovito preverjanje uporabnosti modificirane dehalogenaze za 
















2 Namen dela 
Namen dela je v plazmid, primeren za izražanje proteinov v sesalskih celicah, 
vnesti zapis za rekombinantni fuzijski protein MLKL in modificirano 
dehalogenazo, kar bo omogočilo lokalizacijo tega fuzijskega proteina s 
konfokalno mikroskopijo. Modificirano dehalogenazo bomo dobili iz plazmida 
pET-Halotag in jo vključili v plazmid pcDNA 3.1, ki že vsebuje ustrezen zapis za 
MLKL. Plazmide bomo modificirali z IVA klonirno metodo. Uspešnost kloniranja 
bomo preverili z restrikcijsko analizo in z določanjem nukleotidnega zaporedja 
dobljenih plazmidov. 
S tem delom želimo pokazati, da je modificirane dehalogenaze dobra 
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3 Materiali in metode 
3.1 Priprava gojišča LB in SOC 
Pripravili smo gojišče LB. 400 ml gojišče LB vsebuje 4 g NaCl, 4 g triptofana 
in 2 g ekstrakta iz kvasovk, pH je 7,5. K gojišču LB lahko dodamo antibiotike, 
kot je ampicilin in z njim dobimo gojišče LBA. 
Pripravili smo gojišče SOC. 80 ml gojišča SOC vsebuje 1,6 g triptona, 0,4 g 
kvasnega ekstrakta, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 in 10 mM 
MgSO4, pH je med 6,7 in 7,0. Raztopino smo avtoklavirali in dodali še 720 μl 
40% sterilne raztopine glukoze. 
3.2 Priprave prekonočne kulture 
V epruveto smo odpipetirali 3 ml gojišča LB s primernim antibiotikom. 
Aseptično smo z zobotrebcem prenesli eno kolonijo iz trdnega gojišča v 
epruveto. Epruvete smo inkubirali v stresalniku 16 ur pri 37°C. 
3.3 Izolacija plazmida iz bakterijske kulture 
Prekonočno kulturo smo prenesli v centrifugirko in jo 10 minut centrifugirali 
na 5400 g pri 4 °C. Za izolacijo plazmida smo uporabili GeneJet Plasmid 
MINIprep Kit. Pelet v centrifugirki smo resuspendirali v 250 μl resuspenzijske 
raztopine in prenesli v mikrocentrifugirko. Dodali smo 250 μl lizne raztopine 
in pomešali raztopino s 6 obrati mikrocentrifugirke. Po manj kot 5 minutah 
smo dodali 350 μl nevtralizacijske raztopine in pomešali z obračanjem 
mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirko smo centrifugirali 5 min pri 13000 rpm. 
Supernatant smo prenesli na GeneJet spin kolono in centrifugirali 1 minuto 
pri 13000 rpm. Pretočeno tekočino smo zavrgli in nanesli na kolono 500 μl 
izpiralne raztopine in ponovili centrifugiranje. Pretočeno tekočino smo zavrgli 
in ponovili centrifugiranje. Kolono smo prestavili na mikrocentrifugirko in 
dodali   30 μl MilliQ vode. Po 2 minutah smo eluirali DNA z centrifugiranjem 
za 2 minuti pri 13000 rpm. Na spektrofotometro Nanodrop smo izmerili 
absorbanco DNA pri 260 nm in razmerje 260 nm/280 nm za določitev čistoče 
plazmidov. 
3.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Za pripravo 1% agaroznega gela smo natehtali 600 mg agaroze in jo raztopili 
s segrevanjem v 60 ml pufra TAE. Raztopino smo ohladili in dodali 3 μl 
etidijevega bromida. Agarozo smo vlili v kadičko, naredili žepke  in počakali 
da se strdi. Pred vnosom vzorcev smo natočili v kadičko pufer TAE tako, da 
se je gel v njem popolnoma potopil. Nanesli smo vzorce in standard velikosti 
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ter pustili teči elektroforezo. Po elektroforezi smo poslikali gel pod UV-
svetlobo. 
3.5 Rezanje z restriktazo HindIII 
Pripravili smo restrikcijsko mešanico, ki vsebuje 0,5 ng DNA, 1 μl 10x pufra 
NEB 2.1, 0,2 μl HindIII in vodo brez nukleaz do končnega volumna 10 μl. 
Reakcija poteka 1 uro pri 37 °C. Za nanos na gel smo uporabili 3 μl 
reakcijske mešanice, 7 μl MilliQ vode in 2 μl 6x nanašalnega pufra. 
3.6 Transformacija bakterij Escherichia coli DH5α 
K 100 μl kompetentnih celic E. coli DH5α smo nanesli 1 μl plazmida in 
inkubirali 20 min na ledu. Izvedli smo toplotni šok pri 42 °C za 45 sekund in 
nato celice inkubirali 2 min na ledu. Aseptično smo jim dodali 400 μl gojišča 
LB in jih inkubirali 1 uro pri 37 °C v stresalniku. Po inkubaciji smo aseptično 
razmazali 50 μl kulture na ploščo LB s prisotnim ustreznim antibiotikom in jih 
pustili rasti čez noč. Ob uspešni transformaciji bi morali naslednji dan na 
ploščah videti majhne bele kolonije. 
3.7 Kloniranje IVA 
Kloniranje IVA (IVA: In vivo sestavljanje, angl. in vivo assembly) temelji na 
homologni rekombinaciji znotraj E. coli. Od recA neodvisna pot omogoča 
homologno rekombinacijo kratkih homolognih odsekov linearne DNA [6]. Za 
uspešno opravljeno nalogo je bilo potrebno narediti oligonukeotide za PCR, 
ki linearizirajo plazmid pcDNA 3.1, ki vsebujejo MLKL izoobliko 1, oziroma 
MLKL izoobliko 2, oziroma N-154 konec MLKL. Poleg teh še oligonukleotide, 
s katerimi smo pomnožili zapis za modificirano haloalkan dehalogenazo, s 











Delovanje oligonukleotidov smo preverili s PCR reakcijo s polimerazo 
GoTag. Reakcijska mešanica vsebuje 1,25 μl vsakega oligonukleotida s 
koncentracijo 10 µM, 6,25 μl polimeraze GoTag, 0,25 μl vsakega plazmida in 
0,75 μl vode brez nukleaz. Uporabili smo naslednji PCR program: 2 minuti 
začetne denaturacije pri 95 °C, 30 ciklov, ki vključujejo 45 sekund 
denaturacije pri 95 °C, 30 sekund prileganja pri 60 °C in 1 minuta za vsakih 1 
kb podaljševanja DNA pri 72 °C, in 5 minut končnega podaljševanja pri       
72 °C. Pred nanosom na AGE smo reakcijski mešanici dodali 2,5 μl 6x 
nanašalnega pufra. 
Po uspešnem preverjanju oligonukleotidov smo izvedli PCR s polimerazo 
KOD. V reakcijsko mešanico smo namešali 5,85 μl MilliQ vode, 2,75 μl 
vsakega oligonukleotida s koncentracijo 10 µM, 2,75 μl pufra GC, 2,75 μl 
nukleotidov, 1,65 μl MgSO4, 0,25 μl pET-Halotag, 0,25 μl pcDNA3.1 in 0,5 μl 
polimeraze KOD. PCR program je bil sledeč: 2 minuti začetne denaturacije 
pri 95 °C, 25 ciklov, ki vključujejo 20 sekund denaturacije pri 95 °C,             
10 sekund prileganja pri 60 °C in 150 sekund podaljševanja DNA pri 72 °C, in 
7 minut končnega podaljševanja pri 72 °C. Za AGE smo vzeli 5 μl PCR 
produkta in mu dodali 7,5 μl MilliQ vode in 2,5 μl 6x nanašalnega pufra. 
Pred transformacijo smo izvedli restrikcijo z DpnI. K PCR produktu smo 
dodali 1 μl DpnI in 2,3 μl 10x pufra NEB 2.1. Reakcijo smo inkubirali 1 uro pri 
37 °C in jo zaustavili z inkubacijo reakcijske mešanice 20 minut pri 80 °C. Za 
transformacijo smo vzeli superkompetentne celice E. coli Dh5α. K 100 μl 
celic smo dodali 5 μl PCR-produkta in smo inkubirali celice 30 minut na ledu. 
Izvedli smo toplotni šok 90 sekund na 42°C in jih dali nazaj na led za           2 
minuti. Aseptično smo dodali celicam 800 μl gojišča SOC in jih inkubirali za 
45 minut pri 37 °C. Po inkubaciji smo jih dali centrifugirat 2 minuti pri 3000 g 
in jih nato resuspendirali v 100 μl gojišča SOC. Resuspendirane celice smo 
namazali na LBA-ploščo (vsebuje ampicilin) in jih inkubirali čez noč pri 37 °C. 
3.8 PCR na osnovi bakterijske kolonije 
 V PCR mešanico smo dali 2,5 μl 10 µM oligonukleotida CMV-F, 2,5 µl 10 μM 
oligonukleotida BGH-R in 7,5 μl vode brez nukleaz. Vzeli smo kolonije iz 
plošč po kloniraju IVA in z zobotrebcem prenesli eno kolonijo v PCR 
mešanico oziroma 1 μl DNA. PCR mešanici smo dodali GoTag MasterMix. 
PCR program je bil sledeč: 2 minuti začetne denaturacije pri 95°C, 30 ciklov, 
ki vključujejo 45 sekund denaturacije pri 95 °C, 30 sekund prileganja pri      
60 °C in 1 minuta za vsakih 1 kb podaljševanja DNA pri 72 °C, in 5 minut 




3.9 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Za določitev nukleotidnega zaporedja končnih produktov smo pripravili 10 μl 
mešanico, ki je vsebovala ustrezen volumen plazmida, da bo imel ta končno 
koncentracijo 80 ng/µl, 1,25 μl smernega oligonukleotida in vodo brez 
nukleaz do končnega volumna. Za plazmid z N-154 koncem MLKL-ja smo 
uporabili oligonukleotid CMV-F. Načrtali smo oligonukleotid za določitev 
nukleotidnega zaporedja celotnega MLKL-ja, saj sta obe izoobliki predolgi za 









4 Rezultati in razprava 
4.1 Izolacija plazmida  pET-Halotag 
Za pripravo zapisa za haloalkan dehalogenazo smo najprej pomnožili 
plazmid pET-Halotag (AddGene). Izoliranim plazmidom smo izmerili 
absorbanco na spektrofotometru Nanodrop (tabela 1). Dobili smo nizko 
absorbanco, kar pomeni da je bil izkoristek pri izolaciji majhen. Iz razmerja 
A260/A280 je razvidno, da smo dobili čist plazmid z malo proteini, saj je 
razmerje le malo višje od 1,80. 
Tabela 1: Absorbance pET-Halotag izmerjene z spektrofotometrom 
Nanodrop. 
 
Dokaz za to, da smo izolirali pravi plazmid, smo dobili z restrikcijo plazmida 
pET-Halotag z restriktazo HindIII (slika 4). Na sliki vidimo liso po restrikciji 
nad 6000 bp, kar se ujema z dolžino plazmida, ki je 6559 bp in ima le eno 
restrikcijsko mesto za HindIII. Razširjenost lise pri kontroli kaže na uspešnost 
restrikicije. Krožen plazmid namreč tvori dodatno zvite strukture DNA [7].  
Alikvot pET-
Halotag 
A260 A260/A280 γ [ng/μl] 
1 0,657 1,92 24,79 
2 0,573 1,75 21,62 
3 0,420 1,86 15,85 
4 0,728 1,86 27,47 







Slika 4: Rezanje plazmida pET-Halotag z restriktazo HindIII. 1- kontrola, 
nelinealiziran plazmid pET-Halotag, 2, 3- plazmid pET-Halotag po restrikciji s 
HindIII. 
4.2 Rezultati kloniranja IVA 
Za IVA kloniranje smo načrtali začetne oligonukleotide in njihovo delovanje 
preverili s PCR-jem s polimerazo GoTag (slika 5). Rezultati so potrdili 
ustreznost oligonukleotidov, saj smo dobili liso pri 900 bp, kar predstavlja 
Halotag, in liso pri okoli 6000 bp, kar je pcDNA 3.1 MLKL 154. Za Halotag 
lahko zagotovo trdimo, daje bil PCR uspešen, medtem ko sta pri pcDNA 3.1 
MLKL 154 vidni 2 lisi in so rezultati slabše kakovosti. Kljub temu se velikosti 





Slika 5: AGE produkta PCR s polimerazo GoTag. 1- PCR-produkt plazmidov 
pET-Halotag in pcDNA3.1 MLKL 154.  
PCR smo izvedli s polimerazo KOD in del PCR-produkta analizirali z AGE, 
da smo preverili uspešnost PCR (slika 6). Na sliki vidimo lisi pri 900 bp in nad 
6000 bp na vseh progah. Lisa pri 900 bp predstavlja Halotag, lisa nad     
6000 bp pa pcDNA 3.1 MLKL (154 ali izoobliko 1 ali izoobliko 2). S tem smo 
potrdili, da je PCR uspel in imamo primerno mešanico DNA za 
transformacijo. 
 
Slika 6: AGE produktov PCR s polimerazo KOD. 1- PCR-produkt plazmidov 
pET-Halotag in pcDNA 3.1 MLKL 154, 2- PCR-produkt plazmidov pET-
Halotag in pcDNA 3.1 MLKL izooblika 1, 3- PCR-produkt plazmidov pET-
Halotag in pcDNA 3.1 MLKL izooblika 2. 
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Po uspešni transformaciji smo z plošč LBA vzeli 3 ali 4 kolonije in izvedli 
PCR z  mešanico Gotag Mastemix, ki vsebuje polimerazo GoTag (slika 7). 
Na progi 2 ni nobene lise, na podlagi česar lahko sklepamo, da PCR reakcija 
ni bila uspešna. Negativna kontrola za MLKL 154 na progi 1 ima najsvetlejšo 
liso pri 750 bp, to liso opazimo tudi na progi 4, kar pomeni da je pri 
transformaciji  prešla v bakterijo le matrica. Na progi 3 je lisa nad 1500 bp in 
je okoli 1000 bp višje od negativne kontrole, kar pomeni, da je najverjetneje 
prišlo do uspešne transformacije  in rekombinacije pcDNA 3.1 MLKL 154 in 
zapisa za Halotag. Ujema se tudi z izračunano velikostjo, saj je velikost 
zaporedja MLKL 154  750 bp in zaporedja Halotag 1000 bp, kar nam da 
skupno velikost 1750 bp.  
Do uspešne rekombinacije je prišlo v vzorcih na progah 6 in 9 za MLKL 
izoobliko 1, saj sta lisi nad 2500 bp, kar se ujema z izračunano velikostjo 
zaporedja. MLKL izooblika 1 je velikosti 1500 bp in Halotag 1000 bp, kar nam 
da skupno izračunano velikost 2500 bp. Poleg izračunane velikosti je tudi 
zadostna razlika med negativno kontrolo na progi 5, ki ima najmočnejšo liso 
med 1500 bp in 2000 bp in progama 6 in 9. Na progah 7 in 8 je lisa pri enaki 
velikosti kot pri negativni kontroli, torej je tu prisotna le matrica, poleg tega se 
tudi ne ujemata z izračunano velikostjo.  
Uspešna rekombinacija zapisa za Halotag in pcDNA 3.1 MLKL izooblike 2 je 
vidna na progi 12, saj je lisa pri 2000 bp, kar se ujema z našim izračunom, 
saj je MLKL izooblika 2 velika 1000 kb, kar nam da z zapisom za Halotag 
skupno velikost 2000 kb. Lisa na progi 12 je tudi za približno 1000 bp višje od 
negativne kontrole. Lisi na progah 11 in 13 sta pri enaki velikosti kot 
negativna kontrola in se ne ujemata z izračunano velikostjo, kar pomeni, da 
imamo le matrico. Dobili smo kandidate za vsak želeni zapis MLKL, saj je pri 




Slika 7: AGE produktov PCR s polimerazo GoTag. 1- negativna kontrola 
pcDNA 3.1 MLKL 154, 2-4 plazmidi iz kolonije E. coli po transformaciji s 
PCR-produktom, ki vsebuje pcDNA 3.1 MLKL 154, 5- negativna kontrola 
pcDNA 3.1 MLKL izooblika 1, 6-9 plazmidi iz kolonije E. coli po transformaciji 
s PCR-produktom, ki vsebuje pcDNA 3.1 MLKL izooblika 1, 10- negativna 
kontrola pcDNA 3.1 MLKL izooblika 2, 11-13 plazmidi iz kolonije E. coli po 
transformaciji s PCR-produktom, ki vsebuje pcDNA 3.1 MLKL izooblika 2. 
4.3 Izolacija plazmidov pcDNA 3.1 MLKL-Halotag 
Izolirali smo plazmide iz kolonij, v katerih je prišlo do uspešne rekombinacije 
(slika 7) in jim izmerili absorbanco in A260/A280. Meritve (tabela 2) kažejo 
visoko koncentracijo plazmidov, ki so čisti. To ne velja za pcDNA 3.1 MLKL 
izooblika 1-Halotag z razmerje 1,97, torej je tu prisotnih več ribonukleinskih 
kislin. 
Tabela 2: Izmerjene absorbance pcDNA 3.1 MLKL-Halotag z 
spektrofotometrom Nanodrop. 
 A260 A260/A280 γ [μg/μl] 
pcDNA 3.1 MLKL 
154-Halotag 
10,885 1,88 0,412 
pcDNA 3.1 MLKL 
izooblika 1-Halotag 
10,695 1,92 0,404 
pcDNA 3.1 MLKL 
izooblika 2-Halotag 
9,671 1,88 0,366 
pcDNA 3.1 MLKL 
izooblika 1-Halotag 




Potrebno je bilo še dokazati to, da smo izolirali želene plazmide. Zato smo 
opravili restrikcijsko analizo plazmidov (slika 8). Na progi 1 vidimo eno liso 
nad 6000 bp, kar je negativna kontrola za plazmid pET-Halotag. Ker se vsi 
naši plazmidi od slednjega razlikujejo, je jasno, da ta plazmid ni bil izoliran. 
Na progah 2-8 vidimo več rahlih lis med 3000 bp in 6000 bp, kar so 
najverjetneje nezaželene cepitve s HindIII. Na progah 3, 4, 6, 7 in 8 so vidne 
lise pri 500 bp, ki so posledica tega, da imata plazmida pcDNA 3.1 MLKL 
izooblika 1 in pcDNA 3.1 MLKL izooblika 2, tri oziroma dve restrikcijski mesti 
za HindIII na razdalji 500 bp. Za razlikovanje med plazmidi pcDNA 3.1 MLKL 
(negativne kontrole) in pcDNA 3.1 MLKL-Halotag se je opazovalo lise nad 
6000 bp. Lise pri negativnih kontrolah na progah 2-4 so za približno 1000 bp 
nižje od lis izoliranih plazmidov na progah 5-8, kar potrjuje, da imajo izolirani 
plazmidi vključen Halotag. 
 
Slika 8: AGE plazmidov pcDNA 3.1 MLKL-Halotag po restrikciji s HindIII. 1- 
pET-Halotag, 2- pcDNA 3.1 MLKL 154, 3- pcDNA 3.1 MLKL izooblika 1, 4- 
pcDNA 3.1 MLKL izooblika 2, 5- pcDNA 3.1 MLKL 154-Halotag, 6, 7- pcDNA 
3.1 izooblika 1-Halotag, 8- pcDNA 3.1 MLKL izooblika 2-Halotag. 
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4.4 Določanje nukleotidnega zaporedja plazmidov pcDNA 3.1 
MLKL-Halotag 
Vse izolirane plazmide smo poslali na določanje nukleotidnega zaporedja 
(Eurofins Genomic). Najprej smo določili nukleotidno zaporedje in primerjali 
pcDNA 3.1 MLKL154-Halotag s pričakovanim zaporedjem. Vijolično je 
označeno zaporedje za MLKL154, modra barva označuje myc tag in zelena 
zaporedje za Halotag. Na začetku nukleotidnega zaporedja ni primerjave, saj 
je tisto del začetnega oligonukleotida in ne plazmida. Vidimo, da se je 
Halotag vstavil v zaporedje na pričakovani poziciji. Določanje nukleotidnega 
zaporedja ni več zanesljivo pri približno 1000 bazah, kar vidimo na 
kromatogramu (slika 9) in pojasni napake v zaporedju Halotag. Omejitve v 
dolžini določanja nukleotidnega zaporedja se izboljšujejo, saj je bilo pred 30 
leti zmožno dobiti le zaporedje 200 baz [8]. 
 
1 ggcagtgggc aatagcagag ctctctggct aactagagaa cccactgctt actggcttat 
                AGCAGAG CTCTCTGGCT AACTAGAGAA CCCACTGCTT ACTGGCTTAT  
61 cgaaattaat acgactcact atagggagac ccaagctggc tagttaagct tggtaccgag 
   CGAAATTAAT ACGACTCACT ATAGGGAGAC CCAAGCTGGC TAGTTAAGCT TGGTACCGAG 
121 ctcggatccg ccatggaaaa tttgaagcat attatcaccc ttggccaggt catccacaaa 
    CTCGGATCCG CCATGGAAAA TTTGAAGCAT ATTATCACCC TTGGCCAGGT CATCCACAAA 
181 cggtgtgaag agatgaaata ctgcaagaaa cagtgccggc gcctgggcca ccgcgtcctc 
    CGGTGTGAAG AGATGAAATA CTGCAAGAAA CAGTGCCGGC GCCTGGGCCA CCGCGTCCTC 
241 ggcctgatca agcctctgga gatgctccag gaccaaggaa agaggagcgt gccctctgag 
    GGCCTGATCA AGCCTCTGGA GATGCTCCAG GACCAAGGAA AGAGGAGCGT GCCCTCTGAG 
301 aagttaacca cagccatgaa ccgcttcaag gctgccctgg aggaggctaa tggggagata 
    AAGTTAACCA CAGCCATGAA CCGCTTCAAG GCTGCCCTGG AGGAGGCTAA TGGGGAGATA 
361 gaaaagttca gcaatagatc caatatctgc aggtttctaa cagcaagcca ggacaaaata 
    GAAAAGTTCA GCAATAGATC CAATATCTGC AGGTTTCTAA CAGCAAGCCA GGACAAAATA 
421 ctcttcaagg acgtgaacag gaagctgagt gatgtctgga aggagctctc gctgttactt 
    CTCTTCAAGG ACGTGAACAG GAAGCTGAGT GATGTCTGGA AGGAGCTCTC GCTGTTACTT 
481 caggttgagc aacgcatgcc tgtttcaccc ataagccaag gagcgtcctg ggcacaggaa 
    CAGGTTGAGC AACGCATGCC TGTTTCACCC ATAAGCCAAG GAGCGTCCTG GGCACAGGAA 
541 gatcagcagg atgcagacga agacaggcga gctttccaga tgctaagaag agatggctcg 
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    GATCAGCAGG ATGCAGACGA AGACAGGCGA GCTTTCCAGA TGCTAAGAAG AGATGGCTCG 
601 agtctagagg gcccgcggtt cgaacaaaaa ctcatctcag aagaggatct gaatatggaa 
    AGTCTAGAGG GCCCGCGGTT CGAACAAAAA CTCATCTCAG AAGAGGATCT GAATATGGAA 
661 atcggtactg gctttccatt cgacccccat tatgtggaag tcctgggcga gcgcatgcac 
    ATCGGTACTG GCTTTCCATT CGACCCCCAT TATGTGGAAG TCCTGGGCGA GCGCATGCAC 
721 tacgtcgatg ttggtccgcg cgatggcacc cctgtgctgt tcctgcacgg taacccgacc 
    TACGTCGATG TTGGTCCGCG CGATGGCACC CCTGTGCTGT TCCTGCACGG TAACCCGACC 
781 tcctcctacg tgtggcgcaa catcatcccg catgttgcac cgacccatcg ctgcattgct 
    TCCTCCTACG TGTGGCGCAA CATCATCCCG CATGTTGCAC CGACCCATCG CTGCATTGCT 
841 ccagacctga tcggtatggg caaatccgac aaaccagacc tgggttattt cttcgacgac 
    CCAGACCTGA TCGGTATGGG CAAATCCGAC AAACCAGACC TGGGTTATTT CTTCGACGAC 
901 cacgtccgct tcatggatgc cttcatcgaa gccctgggtc tggaagaggt cgtcctggtc 
    CACGTCCGCT TCATGGATGC CTTCATCGAA GCCCTGGGTC TGGAAGAGGT CGTCCTGGTC 
961 attcacgact ggggctccgc tctgggtttc cactgggcca agcgcaatcc agagcgcgtc 
    ATTCACGACT GGGGCTCCGC TCTGGGTTTC CACTGGGCCA AGCGCAATCC AGAGCGCGTC 
1021 aaaggtattg catttatgga gttcatccgc cctatcccga cctgggacaa atggccaaaa 
     AAAGGTATTG CATTTATGGA GTTCATCCGC CCTATCCCGA CCTGGGACGA ATGGCCAGAA 
1081 tttgcccgcg agaccttcca ggccttcccc acaccgacgt cagcccaagc tgatatcgat 
     TTTGCCCGCG AGACCTTCCA GGCCTTCCGC ACCACCGACG TCGGCCGCAA GCTGATCATC  
1141 caaaacgttt tatccagggt ccctgccgat ggtgtcgtc 
     GATCAGAACG TTTTTATCGA GGGTACGCTG CCGATGGGT  
Slika 9: Primerjava določenega nukleotidnega zaporedja pcDNA 3.1 MLKL 
154-Halotag s pričakovanim zaporedjem. MLKL 154 je obarvan vijolično, 




Slika 10: Kromatogram določanja nukleotidnega zaporedja pcDNA 3.1 
MLKL154-Halotag. 
 
Primerjali smo nukleotidno zaporedje pcDNA 3.1 MLKL izooblika 1-Halotag z 
pričakovanim nukleotidnim zaporedjem. Ker je določanje nukleotidnega 
zaporedja po 1000 bazah nezanesljivo  in je celoten MLKL predolg, smo 
uporabili oligonukleotid, ki se prilega myc-tag zaporedju in je pred zapredjem 
za Halotag. Ta nam dokazuje, da se je Halotag vstavil v zaporedje, saj sledi 
zapisu za MLKL, ki ga na zaporedju ne vidimo. Halotag je obarvan v zeleno 
myc tag pa modro. Na kromatogramu (slika 10) vidimo, da so dobljeni 
rezultati zanesljivi, saj so vidni izraziti vrhovi z malo prekrivanja. Napaka je 
tudi v nukleotidnem zaporedju, ki predstavlja myc-tag. Tu je zaporedje petih 
adeninov in pri določenem nukleotidnem zaporedju eden manjka. To je 
najverjetneje posledica prekrivanja vrhov zaradi enoličnega zaporedja baz, ki 
ležijo na začetku nukleotidnega zaporedja. 
1 ggggccgagt ctagagggcc cgcggttcga acaaa-actca tctcagaaga ggatctgaat 
        GAGT CTAGAGGGCC CGCGGTTCGA ACAAAAACTCA TCTCAGAAGA GGATCTGAAT 
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61 atggaaatcg gtactggctt tccattcgac ccccattatg tggaagtcct gggcgagcgc 
   ATGGAAATCG GTACTGGCTT TCCATTCGAC CCCCATTATG TGGAAGTCCT GGGCGAGCGC 
121 atgcactacg tcgatgttgg tccgcgcgat ggcacccctg tgctgttcct gcacggtaac 
    ATGCACTACG TCGATGTTGG TCCGCGCGAT GGCACCCCTG TGCTGTTCCT GCACGGTAAC 
181 ccgacctcct cctacgtgtg gcgcaacatc atcccgcatg ttgcaccgac ccatcgctgc 
    CCGACCTCCT CCTACGTGTG GCGCAACATC ATCCCGCATG TTGCACCGAC CCATCGCTGC 
241 attgctccag acctgatcgg tatgggcaaa tccgacaaac cagacctggg ttatttcttc 
    ATTGCTCCAG ACCTGATCGG TATGGGCAAA TCCGACAAAC CAGACCTGGG TTATTTCTTC 
301 gacgaccacg tccgcttcat ggatgccttc atcgaagccc tgggtctgga agaggtcgtc 
    GACGACCACG TCCGCTTCAT GGATGCCTTC ATCGAAGCCC TGGGTCTGGA AGAGGTCGTC 
361 ctggtcattc acgactgggg ctccgctctg ggtttccact gggccaagcg caatccagag 
    CTGGTCATTC ACGACTGGGG CTCCGCTCTG GGTTTCCACT GGGCCAAGCG CAATCCAGAG 
421 cgcgtcaaag gtattgcatt tatggagttc atccgcccta tcccgacctg ggacgaatgg 
    CGCGTCAAAG GTATTGCATT TATGGAGTTC ATCCGCCCTA TCCCGACCTG GGACGAATGG 
481 ccagaatttg cccgcgagac cttccaggcc ttccgcacca ccgacgtcgg ccgcaagctg 
    CCAGAATTTG CCCGCGAGAC CTTCCAGGCC TTCCGCACCA CCGACGTCGG CCGCAAGCTG 
541 atcatcgatc agaacgtttt tatcgagggt acgctgccga tgggtgtcgt ccgcccgctg 
    ATCATCGATC AGAACGTTTT TATCGAGGGT ACGCTGCCGA TGGGTGTCGT CCGCCCGCTG 
601 actgaagtcg agatggacca ttaccgcgag ccgttcctga atcctgttga ccgcgagcca 
    ACTGAAGTCG AGATGGACCA TTACCGCGAG CCGTTCCTGA ATCCTGTTGA CCGCGAGCCA 
661 ctgtggcgct tcccaaacga gctgccaatc gccggtgagc cagcgaacat cgtcgcgctg 
    CTGTGGCGCT TCCCAAACGA GCTGCCAATC GCCGGTGAGC CAGCGAACAT CGTCGCGCTG 
721 gtcgaagaat acatggactg gctgcaccag tcccctgtcc cgaagctgct gttctggggc 
    GTCGAAGAAT ACATGGACTG GCTGCACCAG TCCCCTGTCC CGAAGCTGCT GTTCTGGGGC 
781 accccaggcg ttctgatccc accggccgaa gccgctcgcc tggccaaaag cctgcctaac 
    ACCCCAGGCG TTCTGATCCC ACCGGCCGAA GCCGCTCGCC TGGCCAAAAG CCTGCCTAAC 
841 tgcaaggctg tggacatcgg cccgggtctg aatctgctgc aagaagacaa cccggacctg 
    TGCAAGGCTG TGGACATCGG CCCGGGTCTG AATCTGCTGC AAGAAGACAA CCCGGACCTG 
901 atcggcagcg agatcgcgcg ctggctgtct actctggaga tttccaccgg tcatcatcac 
    ATCGGCAGCG AGATCGCGCG CTGGCTGTCT ACTCTGGAGA TTTCCACCGG TCATCATCAC 
961 catcaccatt gagtttaaac ccgctgatca gcctcgactg tgccttctag ttgccagcca 
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    CATCACCATT GAGTTTAAAC CCGCTGATCA GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA 
1021 tctgttgttt gcccctcccc cgtgccttcc ttgaccctgg aaggtgccac tcccactgtc 
     TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC 
1081 ctttcctaat aaaatgagga aattgcatcg cattgtctga gtaggtgtca ttctattctg 
     CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCATCG CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG 
1141 gggggtgggg gtggggcggg acaccaaggg ggaagattgg gaagacaata acaggcatgc 
     GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT 
1201 tggggatgcc gttgggcctt ttgctttcta aggccgaaaa aaccacctgg ggcctaaggg 
     GGGGATGCGG TGGGCTCTAT GGCTTCTGAG GCGGAAAGAA CCAGCTGGGG CTCTAGGGGG 
1261 gtttcccccc cccccccggt gggccccctt aagcgggggg ggggggggtt g 
     TATCCCCACG CGCCCTGTAG CGGCGCATTA AGCGCGGCGG GTGTGGTGGT T 
Slika 11: Primerjava določenega nukleotidnega zaporedja pcDNA 3.1 MLKL 






Slika 12: Kromatogram določanja nukleotidnega zaporedja plazmida pcDNA 
3.1 MLKL izooblika 1-Halotag. 
Primerjava določenaga nukleotidnega zaporedja plazmida pcDNA 3.1 MLKL 
izooblika 2-Halotag s pričakovanim nukleotidnim zaporedjem. Modro je 
obarvan myc-tag in zeleno Halotag. Ker je bil uporabljen isti začetni primer 
kot pri določanju nukleotidnega zaporedja izooblike 1, sta si zaporedji zelo 
podobni. V zaporedju za myc-tag manjka en adenin, razlog je verjetno isti kot 
pri izoobliki 1. Po 1000 bazah se zmanjša kvaliteta dobljenega nukleotidnega 
zaporedja, kar vidimo tudi na kromatogramu (slika 11). 
1 ggggccgagt ctagagggcc cgcggttcga acaaa-actca tctcagaaga ggatctgaat 
        GAGT CTAGAGGGCC CGCGGTTCGA ACAAAAACTCA TCTCAGAAGA GGATCTGAAT 
61 atggaaatcg gtactggctt tccattcgac ccccattatg tggaagtcct gggcgagcgc 
   ATGGAAATCG GTACTGGCTT TCCATTCGAC CCCCATTATG TGGAAGTCCT GGGCGAGCGC 
121 atgcactacg tcgatgttgg tccgcgcgat ggcacccctg tgctgttcct gcacggtaac 
    ATGCACTACG TCGATGTTGG TCCGCGCGAT GGCACCCCTG TGCTGTTCCT GCACGGTAAC 
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181 ccgacctcct cctacgtgtg gcgcaacatc atcccgcatg ttgcaccgac ccatcgctgc 
    CCGACCTCCT CCTACGTGTG GCGCAACATC ATCCCGCATG TTGCACCGAC CCATCGCTGC 
241 attgctccag acctgatcgg tatgggcaaa tccgacaaac cagacctggg ttatttcttc 
    ATTGCTCCAG ACCTGATCGG TATGGGCAAA TCCGACAAAC CAGACCTGGG TTATTTCTTC 
301 gacgaccacg tccgcttcat ggatgccttc atcgaagccc tgggtctgga agaggtcgtc 
    GACGACCACG TCCGCTTCAT GGATGCCTTC ATCGAAGCCC TGGGTCTGGA AGAGGTCGTC 
361 ctggtcattc acgactgggg ctccgctctg ggtttccact gggccaagcg caatccagag 
    CTGGTCATTC ACGACTGGGG CTCCGCTCTG GGTTTCCACT GGGCCAAGCG CAATCCAGAG 
421 cgcgtcaaag gtattgcatt tatggagttc atccgcccta tcccgacctg ggacgaatgg 
    CGCGTCAAAG GTATTGCATT TATGGAGTTC ATCCGCCCTA TCCCGACCTG GGACGAATGG 
481 ccagaatttg cccgcgagac cttccaggcc ttccgcacca ccgacgtcgg ccgcaagctg 
    CCAGAATTTG CCCGCGAGAC CTTCCAGGCC TTCCGCACCA CCGACGTCGG CCGCAAGCTG 
541 atcatcgatc agaacgtttt tatcgagggt acgctgccga tgggtgtcgt ccgcccgctg 
    ATCATCGATC AGAACGTTTT TATCGAGGGT ACGCTGCCGA TGGGTGTCGT CCGCCCGCTG 
601 actgaagtcg agatggacca ttaccgcgag ccgttcctga atcctgttga ccgcgagcca 
    ACTGAAGTCG AGATGGACCA TTACCGCGAG CCGTTCCTGA ATCCTGTTGA CCGCGAGCCA 
661 ctgtggcgct tcccaaacga gctgccaatc gccggtgagc cagcgaacat cgtcgcgctg 
    CTGTGGCGCT TCCCAAACGA GCTGCCAATC GCCGGTGAGC CAGCGAACAT CGTCGCGCTG 
721 gtcgaagaat acatggactg gctgcaccag tcccctgtcc cgaagctgct gttctggggc 
    GTCGAAGAAT ACATGGACTG GCTGCACCAG TCCCCTGTCC CGAAGCTGCT GTTCTGGGGC 
781 accccaggcg ttctgatccc accggccgaa gccgctcgcc tggccaaaag cctgcctaac 
    ACCCCAGGCG TTCTGATCCC ACCGGCCGAA GCCGCTCGCC TGGCCAAAAG CCTGCCTAAC 
841 tgcaaggctg tggacatcgg cccgggtctg aatctgctgc aagaagacaa cccggacctg 
    TGCAAGGCTG TGGACATCGG CCCGGGTCTG AATCTGCTGC AAGAAGACAA CCCGGACCTG 
901 atcggcagcg agatcgcgcg ctggctgtct actctggaga tttccaccgg tcatcatcac 
    ATCGGCAGCG AGATCGCGCG CTGGCTGTCT ACTCTGGAGA TTTCCACCGG TCATCATCAC 
961 catcaccatt gagtttaaac ccgctgatca gcctcgactg tgccttctag ttgccagcca 
    CATCACCATT GAGTTTAAAC CCGCTGATCA GCCTCGACTG TGCCTTCTAG TTGCCAGCCA 
1021 tctgttgttt gcccctcccc cgtgccttcc ttgaccctgg aaagtgccac tcccactgtc 
     TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC CGTGCCTTCC TTGACCCTGG AAGGTGCCAC TCCCACTGTC 
1081 ctttcctaat aaaatgagga aattgcatcg cattgtctga gtaggtgtca ttctattctg 
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     CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCATCG CATTGTCTGA GTAGGTGTCA TTCTATTCTG 
1141 gggggtgggg tggggcagga aaccaggggg ggagatttgg aaaaaaaaag aaggcttgtt 
     GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG GAGGATTGGG AAGACAATAG CAGGCATGCT 
1201 ggaaggcagg t 
     GGGGATGCGG T 
Slika 13: Primerjava določenega nukleotidnega zaporedja pcDNA 3.1 MLKL 




Slika 14: Kromatogram določnaga nukleotidnega zaporedja plazmida pcDNA 
3.1 MLKL izooblika 2-Halotag. 
Iz rezultatov določanja nukleotidnih zaporedji je razvidno, da smo uspešno 
vstavili zaporedje za Halotag v vse plazmide. Rezultati so jasni in se ujemajo z 
rezultati gelske elektroforeze (slika 8) Pripravljeni plazmidi se bodo uporabili za 




V sklopu diplomske naloge smo pripravili plazmide pcDNA 3.1 MLKL 154-
Halotag, pcDNA 3.1 MLKL izoobliko 1-Halotag in pcDNA 3.1 MLKL izoobliko 
2-Halotag. Z metodo PCR na osnovi bakterijske kolonije in z določanjem 
nukleotidnega zaporedja smo dokazali, da se je zapis za Halotag vključil v 
plazmid in je prisoten na pravem mestu. Te plazmide smo shranili in jih bomo 
uporabili v nadaljnjih raziskavah. 
Z uspešno pripravo plazmidov, ki vključujejo zapis za MLKL in Halotag smo 
opravili šele del raziskave. V nadaljnjih raziskavah bomo transfecirali 
plazmide v celične kulture. V vsaki celični kulturi bo plazmid z različnim 
proteinom MLKL, kar bo omogočilo primerjavo med MLKL izooblikama 1 in 2, 
ki sta aktivni, in MLKL 154, ki je nekroptotično nedelujoč. Na vse celične 
kulture bomo nanesli fluorescenčno barvilo in pod konfokalnim mikroskopom 
videli rezultate obarvanja ter lokacijo različnih MLKL v celici. Ti so namreč 
sklopljeni s Halotagom na katerega se veže barvilo.  
Uspešno izražanje in obarvanje bo pokazalo, če je uporaba modificirane 
haloalkan dehalogenaze, kot je Halotag, ki je sklopljena s proteinom, 
prihodnost označevanja proteinov v celicah za uporabo v konfokalni 
mikroskopiji. Če se bo protein uspešno izrazil in bo ločljivost slike pod 
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